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© Cupule d'analyse microbiologlque ou similaire. 

@ La presente invention concerne une cupule (1) d'analyse 
microbiologique ou similaire du type comportant un fond plat 
(2), une paroi (3) de section circulaire raccordee a ce fond plat 
(2) et une extremite ouverte (4), caracterisee en ce qu'a partir 
du fond plat (2) la paroi (3) de la cupule (1 ) presente trois zones 
tronconiques superposees Zi ,Z 2 et Zs dont les diametres de 
base (di, d2, d 3 ) respectifs sont croissants du fond plat (2) vers 
T extremite ouverte (4). 

Cette cupule permet de travailler avec de tres faibles volumes 
de suspension bacterienne pour des courtes durees d'incuba- 
tlon. II s'aglt d'une solution tres rentable au niveau 6conomique 
qui donne des r6sultats precis et reproductibles. 
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Description 



CUPULE D'ANALYSE MICROBIOLOGIQUE OU SIMILAIRE 



La presente invention conceme une cupule 
d 'analyse microbiologique ou similaire du type 
comportant un fond plat, une paroi de section 5 

circulate raccord^e a ce fond plat et une extremite 

ouverte. =— - .— • — • 

Un te! type de cupule est employe dans certaines 
methodes d'analyse, utilisees notamment a des fins 
de diagnostic rapide par identification, ou de 10 
determination de sensibilite aux antiblotiques (anti- 
biogramme) pour une souche bacterienne donnee. 
Ces methodes sont deja mises en oeuvre de facon 
standardisee dans certains laboratoires, a I'aide de 
plaques rectangulaires en matiere synthetique et 15 
thermoformees, presentant une forme allongee et 
pourvues chacune, d'une ou de deux rangees de 
petites cupules tronconiques a fond plat constituant 
des tubes a essais miniaturises. Chacune des 
cupules est initialement remplie soit d'un substrat de 20 
croissance deshydrate different associe a tin revela- 
teur chimique approprie de consommation du 
substrat, soit d'un meme antibiotique deshydrat6 a 
des concentrations differentes ou d'un antibiotique 
deshydrat6 different. 25 

Ces methodes impliquent ensuite une operation 
d'ensemeneement ou d'inoculation par introduction 
d'un volume donn6 de suspension aqueuse d'une 
souche microbienne dans chaque cupule. Suite a 
cette operation, les cupules sont mises a Petuve 30 
pour une phase de croissance qui dure vingt-quatre 
heures. 

Dans le cadre d'une identification bacterienne, la 
consommation du substrat propre a chaque cupule 
par la souche est visualise par I'intermediaire du 35 
revelateur chimique qui change la coloration du 
milieu de culture contenu dans la cupule. La lecture 
des colorations des differentes cupules se fait 
visuellement ou de preference automatiquernent par 
I'intermediaire d'un photometre equipe d'un passeur 40 
de filtres mesurant la lumiere transmise par la 
suspension. L'utilisation par la souche inconnue des 
differents substrats des cupules de la plaque permet 
Tidentification biochimique de la souche. 

Dans le cadre de la determination de la sensibilite 45 
d'une souche donnee aux antibiotiques, les resultats 
sont lus au moyen d'un photometre mesurant par 
turbidimetrie le rapport de la lumiere diffusee sur la 
lumiere transmise par la suspension. La turbidite est 
maximale, lorsque la souche consideree est insensi- 50 
ble a I'antibiotique teste et se developpe normale- 
ment dans le milieu de culture. 

Les photometres utilises dans les deux cas 
component une source lumineuse localisee au-des- 
sus de !a cupule concemee 6mettant un falsceau 55 
lumineux incident perpendiculaire au fond plat de la 
cupule et trois diodes receptrices dont Tune mesu- 
rant la lumiere transmise est disposee directement 
au-dessous du fond plat les deux autres diodes 
mesurant la lumiere diffusee et decalees chacune 60 
d'environ 30° par rapport a celle mesurant la lumiere 
transmise sont disposees en regard de la paroi de la 
cupule tronconique consideree. 



Dans une premiere forme de realisation actuelle- 
ment connue, les cupules d'analyse presentent un 
fond plat raccorde a une paroi laterale leur conferant 
une configuration tronconique._E n_ce qui concerne 
" leurs dimensions, elies possedent un diametre de 
base important et une hauteur faibie. Le volume de 
suspension contenu dans chacune de celles-ci est 
d'environ 135 uJ et la duree d 'incubation en etuve 
necessaire est de vingt-quatre heures. 

Cette duree importante nuit a la rentabilite 
economique de ce type d'analyse microbiologique. 

Compte-tenu de cela, il a ete imagine dans une 
seconde forme de realisation connue de diminuer le 
diametre de ces cupules tronconiques. Ainsi le trajet 
optique parcouru par le rayon lumineux incident du 
photometre au-travers de la suspension bacterienne 
est, pour un m§me volume de 135 pi, plus long, ce 
qui a pour effet d'augmenter la sensibilite du 
photometre de lecture et done de permettre des 
mesures optiques fiables sur des suspensions 
bacteriennes a faibie duree de croissance, plus 
precisgment quatre heures, pour lesquelles la 
revelation des reactions considerees n'est encore 
que naissante. 

II est a noter que le volume de suspension 
bacterienne contenue dans chacune de ces cupules 
reste cependant important, de I'ordre de 135 pi. Or, 
les galeries d f identification de souches et d'antibio- 
gramme peuvent necessiter jusqu'a trente-deux 
cupules, ce qui equivaut a un volume important de 
suspension bacterienne (six millilitres environ avec 
le volume mort) et done a un nombre eleve de 
colonies n^cessaires pour obtenir la suspension. 

On sait, par ailleurs, que, lors d'une analyse 
microbiologique, le nombre de colonies bacte- 
riennes isolees a prelever doit etre le plus faibie 
possible. Ceci est du, d'une part, au nombre Hmite 
de colonies disponibles pour un germe donne et, 
d' autre part, au risque de melange bacterien au 
cours du prelevement. Neanmoins, le taux de 
germes doit etre suffisant pour obtenir une opacite 
standard des suspensions, indispensable pour ga- 
rantir des resultats precis a la lecture. 

II est clair que des volumes importants de 
suspension bacterienne par cupule sont tout a fait 
incompatibies avec les contraintes de la pratique. 

Compte-tenu de cela, il etait done necessaire de 
mettre au point une cupule d'analyse con ten ant un 
faibie volume de suspension bacterienne et offrant 
un trajet optique relativement long au rayon lumi- 
neux incident du photometre afin de r^duire la duree 
de la phase d'incubation a quatre heures. 

Le probleme technique alors rencontre fut lie aux 
phenomenes de tension de surface de la suspen- 
sion. En effet, un volume tres faibie de suspension 
introduit dans une cupule se presente sous la forme 
d'une goutteiette dont la cohesion est importante et 
qui, par consequent, se moule difficilement a la 
forme definie par la paroi et le fond des cupules 
tronconiques connues. Ceci a pour consequence 
que la goutteiette peut se fixer dans differentes 
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positions sur la paroi de la cupule du fait de la 
mouillabilite faible de celle-cL 

Son menisque ne se trouve done pratiquement 
V, jamais sensiblement compris dans un plan parallele 

au fond de la cupule. De plus, meme dans 
Phypothese. la plus favorable de positlonnement du 
menisque, celui-ci est instable et evolue constam- 
ment d'une forme concave a une forme convexe ou 
inversement. 

Ainsi, les resultats obtenus lors de la lecture 
colorimetrique ou turbidimetrique au-travers de 
teiies cupules sont imprecis et faux. De plus, la 
reproductibilite des resultats obtenus n'est absolu- 
ment pas assuree. A cela s'ajoute encore le fait que 
la variability de la forme du menisque d'une cupule a 
una autre risque de fausser le resultat global de 
Panaiyse. 

Face a ces problemes, la Demanderesse a 
engage des recherches approfondies et de nom- 
breux essais qui ont permis d'aboutir a une cupule 
tout a fait originale dans sa forme, permettant de 
remedier aux tnconvenients et aux lacunes precites, 
capable de garantir des mesures photometriques 
fiables et reproductibles en vue d 'analyses micro- 
biologiques correctes et ne necessitant qu'un faible 
volume de suspension bacterienne et une courte 
duree d'incubation. 

A cet effet, la cupule d'anaJyse microbiologique ou 
similaire, objet de I'invention, qui est du type 
comportant un fond plat, une paroi de section 
circulaire raccordee a ce fond plat et une extremite 
ouverte, est caracterisee en ce qu*a partir du fond 
plat la paroi de la cupule presente au moins deux 
zones tronconiques superposees Zi et Z2, dont les 
diametres de base respectifs sont croissants du 
fond plat vers Pextremite ouverte, et en ce que la 
premiere zone tronconique Z^ de la cupule compor- 
tant le fond plat est raccordee a la seconde zone 
tronconique Zz par un bord annulaire compris dans 
un plan parallele au fond plat dont le diametre 
exterieur correspond au diametre de base de la 
seconde zone tronconique Z2 de la cupule. 

Dans cette cupule, le menisque obtenu pour des 
faibles volumes de suspension bacterienne est 
relativement plat, e'est-a-dire sensiblement parallele 
au fond de la cupule. Le bord annulaire de la cupule 
assure une bonne assise du menisque et garantit 
ainsi sa stabilite dans le temps autorisant une bonne 
precision et une bonne reproductibilite des mesures 
photometriques. 

Dans une forme preferee d'execution, cette 
cupule comporte une troisieme zone tronconique 
evasee Z3 raccordee a la deuxieme zone tronconi- 
que Z2 et prolongeant celle-ci jusqu'a Pextremite 
ouverte, le diametre de base de cette troisieme zone 
tronconique Z3 correspondant au diametre super- 
ieur de cette deuxieme zone tronconique Z2. 

Selon tin exemple non limitatif et int6ressant, les 
hauteurs de la premiere zone tronconique Z1, de la 
deuxieme zone tronconique Z2 et de la troisieme 
zone tronconique sont respectivement de Pordre de 
20 0/o, 50% et 30 <Vb de la hauteur totale de la 
cupule, tandis que le diametre de base de la 
premiere zone tronconique Z1, la difference entre le 
diametre exterieur et le diametre interieur du bord 



annulaire et le diametre de base de la troisieme zone 
tronconique Z3 ont des longueurs respectivement 
egales a environ 43 o/o, 7 0/0 et 69 0/0 du diametre 
superieur de la troisieme zone tronconique. 
5 L'important evasement que constitue la troisieme 
zone tronconique de la cupule facilite I 'introduction 
de la suspension bacterienne et des reactifs, permet 
la mise en place d'huile ou de paraffine pour placer le 
milieu en anaerobie, et enfin favdrise le centrage des 

10 cupules lors de leur gerbage les unes sur les autres 
en vue du stockage ou du conditionnement ou Jors 
de leur mise en place sur le support du photometre. 
Par ailleurs, du fait de la concentration des couleurs 
sur une surface redulte delimitee par la deuxieme 

15 zone tronconique Z3, la lecture visuelle des reac- 
tions colorees est rendue plus aisee. 

Afin de faciliter le demoulage de la cupule lors de 
sa fabrication, Tangle d'inclinaison de la paroi dans la 
zone tronconique Z1 par rapport a un plan perpendi- 

20 culaire au plan comprenant le fond plat est superieur 
a celui de la paroi dans la zone tronconique Z2 et 
inferieur a celui de la paroi dans la zone tronconique 
Z 3 . 

Conformement a une variante d'execution de 
25 I'invention, la cupule presente une deuxieme zone 
tronconique Z2 prolongee vers Pexterieur au niveau 
de son extremite ouverte par un rebord annulaire 
compris dans un plan parallele au fond plat. 
La presente invention concerne egalement une 
30 plaque rectangulaire de forme allongee apte a servir 
de support aux cupules, et dont le plan superieur est 
raccorde aux bords des extremites ouvertes des 
cupules qu'elle comporte. 

De toute fapon, I'invention sera mieux comprise a 
35 Taide de la description qui suit, en reference au 
dessin schematique annexe representant a titre 
d'exemples non llmitatifs, deux formes d'execution 
de cette cupule d'analyse microbiologique ou simi- 
laire : 

40 Figure 1 est une vue en perspective de la 

cupule selon I'invention ; 

Figure 2 est une vue en coupe diametrale 
selon IHI de figure 1 , 

Figure 3 est une vue en coupe diametrale 
45 d'une variante d'execution de cette cupule; 

Figure 4 est une vue en perspective d'une 
plaque d'analyses microbiologiques ou simi- 
laires comportant des cupules selon I'invention. 
La cupule 1 representee aux figures 1 et 2 est un 
50 recipient comportant un fond plat 2, une paroi 3 et 
une extremite ouverte 4. Sa configuration est 
symetrique par rapport a son axe median 5. 

La paroi 3 possede une section transversale 
circulaire. Comme le montre la figure 2, elle 
55 presente, a partir du fond plat 2, trois zones 
tronconiques Zi, Z2, Z3 de dimensions differentes. 
Leurs diametres de base respectifs di, d2 et d3 sont 
croissants du fond plat 2 vers Pextremite ouverte 4. 
La premiere zone tronconique Zi de la paroi 3 est 
60 reliee a la deuxieme zone tronconique Z2 par 
I'intermediaire d'un bord annulaire 6 plat compris 
dans un plan parallele au fond plat 2. Le diametre 
exterieur de ce bord annulaire 6 correspond au 
diametre de base d2 de la deuxieme zone tronconi- 
65 que Zz de la paroi 3. 
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Cette deuxieme zone tronconique Z2 est raccor- 
dee a la troisieme zone tronconique Z3 evasee qui la 
prolonge jusqu'a Pextremite ouverte 4 de la cupule 1 . 
Le diametre de base d3 de cette troisieme zone 
tronconique Z3 correspond au diametre superieur 
de cette deuxieme zone tronconique Z3. 

La paroi 3 au niveau de la premiere zone 
tronconique=Z*= forme^un angle-a avec-un plan 
perpendiculaire au fond plat 2 d'une valeur super- 
ieure a celie d'un angle p existant entre la paroi 3 au 
niveau de la deuxieme zone tronconique Z2 et un 
plan vertical perpendiculaire au bord annulaire 6 et 
inferieure a celle d'un angle y forme entre un plan 
vertical perpendiculaire a celui comprenant le fond 
plat 2 et la parol 3 dans la troisieme zone 
tronconique Z3. 

Le menisque 7 de la suspension bacterienne 
represente en pointilles sur la figure 2 est relative- 
ment plat et parallele au fond plat 2 du fait du bord 
annulaire 6 qui assure son assise et du fait des 
inclinaisons differentes de la paroi 3 dans les zones 
tronconiques Zi, Z2 et Z3 par rapport a la verticale. 

De facon exemplative et non limitative, les dimen- 
sions relatives des differentes zones tronconiques 
de la paroi 3 et de la cupule 1 ont ete determinees 
comme suit la hauteur totale de la cupule 1 etant 
designee par H, les hauteurs hi, h2, h3 des zones 
tronconiques Z1, Z2, Z3 correspondantes represen- 
tent respectivement environ 21 °/o 48 0/0 et 31 0/0 de 
la hauteur totale H de la cupule 1. 

Concernant les diametres des differentes zones 
Zi. Z2, Z3 si on considere le diametre superieur D de 
la troisieme zone tronconique Z3, c'est-a-dire de 
Pextremite ouverte 4, le diametre de base di de la 
premiere zone tronconique Zi a une longueur 
representant environ 45 0/0 de celle de D, 
difference entre le diametre exterieur d2 et le 
diametre interieur du bord annulaire 6 a une 
longueur representant environ 7 % de celle de D et 
enfin le diametre de base d3 de la troisieme zone 
tronconique a une longueur representant environ 
69 Q/o de celle de D. 

De facon plus precise, une cupule selon Pinven- 
tion peut presenter les dimensions suivantes : 



H - 5 mm ± 2 mm 
hi = 1 mm 
h2=*2,5 mm 
h3=*1,5 mm 



D^9,5 mm 
di =^4,1 mm 
d2=6 mm 
d3=6,6 mm 



Le volume contenu par cupule peut, dans cet 
exemple, varier de 50 jil a 60 uL 

Pour des contenances par cupule differentes, les 
dimensions varieront selon les normes definies 
ci-dessus. 

Une variante d'execution de Pinvention est repre- 
sentee a la figure 3 du dessin dans laqueile les 
memes elements seront designes par les memes 
references que precedemment. La cupule 1 consi- 
deree comporte egalement un fond plat 2 relie a une 
paroi 3 de section transversale circulaire se termi- 
nant par une extremite ouverte 4. La cupule 1 est 
symetrique par rapport a Paxe median 5. 

La paroi 3 presente uniquement, a partir du fond 



plat 2, deux zones tronconiques Zi, Z2 raccordees 
Tune a I'autre par un bord annulaire 6 compris dans 
un plan parallele au fond plat 2 et Identiques dans 
leurs formes et leurs dimensions relatives a celles 
5 decrites precedemment pour la cupule selon le 
mode preferentiel d'execution. 

Le bord superieur de la deuxieme zone tronconi- 
que Z 2 delimitant Pextremite ouverte 4 de la cupule^U 
est prolonge par un bord annulaire 8 dirige vers 
10 Pexterieur de la cupule 1 et compris dans un plan 
parallele au fond plat 2. "Ce rebord annulaire 8 
constitue une cassure au niveau de la deuxieme 
zone tronconique Z2 de la paroi 3 stabilisant le 
menisque 7 de la suspension bacterienne contenue 
15 dans ies deux zones tronconiques Zi et Z2 de la 
paroi 3 de la cupule 1. 

II faut encore signaler que les cupules selon 
invention sont obtenues notamment par thermofor- 
mage d'un materiau synthetlque. 
20 En vue de Tutilisation de la cupule, il est prevu 
avantageusement une plaque-support de cupule, 
comme celle representee a la figure 4. La plaque 10 
presente une forme allongee rectangulaire. Elle est 
delimltee par des bords 11 formant partie d'appui. 
25 Ces bords 11 sont relies au plan superieur 12 de la 
plaque 10 par Pintermediaire de parois 13 perpendi- 
cutaires a ceux-ci. Le plan superieur 12 est parallele 
au plan comprenant les bords 11 d'appui et est 
raccorde aux bords des extremites ouvertes des 
30 cupules 1 selon Pinvention, groupees en rangees, le 
nombre des cupules 1 represente sur la figure 4 
n'etant pas limitatif. Ces plaques-support 10 de 
cupules 1 d'analyse microbioiogique sont classique- 
ment obtenues par thermoformage d'un materiau 
synthetique approprie. 

Comme II va de soi, Pinvention n'est pas limitee 
aux exemples decrits ; elle embrasse, au contraire, 
toutes les variantes de realisation equivalentes et 
ees sur le meme principe. 



Revendications 

1- Cupule (1) d'anelyse microbioiogique ou 
45 similaire du type comportant un fond plat (2), 

une paroi (3) de section circulaire raccordee a 
ce fond plat (2) et une extremite ouverte (4), 
caracterisee en ce qu a partir du fond plat (2) la 
paroi (3) de la cupule (1) presente au moins 

50 deux zones tronconiques superposees Zi et 

Z2, dont les diametres de base (di,d2) respec- 
tlfs sont croissants du fond plat (2) vers 
Pextremite ouverte (4), et en ce que la premiere 
zone tronconique Zi de la cupule (1) compor- 

55 tant le fond plat (2) est raccordee a la seconde 

zone tronconique Z2 par un bord annulaire (6) 
compris dans un plan parallele au fond plat (2) 
dont le diametre exterieur correspond au 
diametre de base (d2) de la seconde zone 

60 tronconique Z2 de la cupule ( 1 ) . 

2- Cupule (1) selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comporte une troi- 
sieme zone tronconique evasee Z3 raccordee 
a la deuxieme zone tronconique Z2 et prolon- 
gs geant celle-ci jusqu'a Pextremite ouverte (4), le 
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diametre de base de cette troisieme zone 
tronconique Z3 correspondant au diametre 
superieur (d 3 ) de cette deuxieme zone tronco- 
nique Z2. 

3- Cupule (1) selon I'une des revendica- i 
tlons 1 ou 2, caracterisee en ce que les 
hauteurs (hi, h 2 , h 3 ) de la premiere zone 
tronconique Z^ t de la deuxieme zone tronconi- 
que Z2 et de la troisieme zone tronconique sont 
respectivement de I'ordre de 20o/ 0 , 50 o/ 0 e t k 
30 0/0 de la hauteur totale (H) de la cupule (1 ). 
tandis que le diametre de base (d-i) de la 
premiere zone tronconique Zi, la difference 
entre le diametre exterieur (d2) et le diametre 
interieur du bord annulaire (6) et le diametre de 15 
base (d3) de la troisieme zone tronconique Z3 
ont des longueurs respectivement egales a 
environ 43 0/ 0 , 70/0 et 69 0/ 0 du diametre 
superieur de la troisieme zone tronconique. 

4- Cupule (1) selon Tune quelconque des 20 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
Tangle d'lnclinaison (a) de la paroi (3) dans ia 



zone tronconique Z^ par rapport a un plan 
perpendiculatre au plan comprenant le fond plat 
(2) est superieur a celui (P) de la paroi (3) dans 
la zone tronconique Z2 et inferieur a celui (y) de 
la paroi (3) dans la zone tronconique Z3. 

5- Cupule (1) selon ia revendication 1, 
caracterisee en ce que la cupule (1) presente 
une deuxieme zone tronconique Z2 prolongee 
vers I'exterieur au niveau de son extremite 
ouverte (4) par un rebord annulaire (8) compris 
dans un plan parallele au fond plat (2). 

6- Plaque (10) d'analyse microbiologique ou 
similaire presentant une forme allongee rectan- 
gulaire des bords d'appui (1 1) relies au plan 
superieur (12) par I'intermediaire de parois (3) 
perpendiculaires a ceux-ci, caracterisee en ce 
qu'elle est apte a servir de support aux cupules 
(1) selon Tune quelconque des revendications 1 
a 5 et en ce que son plan superieur est 
raccorde aux bords des extremites ouvertes 
des cupules qu'elle comporte. 
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